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!~r DECLEIRE et  W. DE CAT 

Institut de Recherches Chimiques, Tervuren* 

Acid and Alkaline Inorfanie Pyrophosphatase Activity after Treatment with Various Herbicides 

Abstract. Various herbicides are applied on seventeen-day-old cucumber seedlings growing in 
a nutrient solution. 

After 1 and 3 days, acid and alkaline pyrophosphatase activities are measured in the leaves 
and the roots of seedlings treated with lethale dosis of atrazine, chlortoluron, ioxynil, MCPA, 
dicamba, alachlor. The same enzymes are determined after 5 h in seedlings on which previously 
paraquat and DNOC were pulverised. In the leaves, acid pyrophosphatase activity is stimulated 
by almost all the herbicides, especially by ioxynil, paraquat and DNOC while alkaline pyro- 
phosphatase remains similar to the controls. The alkaline and acid pyrophosphatasc activity 
in the roots is either unchanged or stimulated or inhibited without any correlation with the 
various modes of action of the herbicides. 

L ' i on  p y r o p h o s p h a t e  sc fo rmc  aux  d6pens d ' A T P  dans  de n o m b r c u s e s  
b iosynthSses  (acides nucI@iques, coenzymes  nuclTotidiqucs,  . . .  ) et  aussi  dans  
]es r@actions d ' a c t i v a t i o n  des acides amin@s et  des acides gras.  I1 joue  done  
un rTle i m p o r t a n t  dans  lc m@tabo]ismc des cclhflcs. 

Dans  les p lan tcs  sup@ricures, son hyd ro lysc  s 'opgre  grace ~ deux  py ro -  
p h o s p h a t a s e s  inorganiqucs :  la p y r o p h o s p h a t a s e  acide d e n t  l 'activit@ est  in- 
hib@e pa r  le Mg++ et  la p y r o p h o s p h a t a s e  a]caline d e n t  l 'activit@ est  sous 
la dTpendance  de ce ca t ion  et  qui, de plus,  possTde une  affinit6 tr~s glevTe 
p o u r  le p y r o p h o s p h a t e  (•AGANNA Ct SRIPATI-II 1954, NAGANNA et a l .  1955). 
P lus ieurs  chercheurs  on t  essay@ de m e t t r c  I ' ac t iv i t6  de l 'une  ou l ' a u t r e  en 
re la t ion  avec  l'@tat phys io log ique  du t issu vTggtal.  KIsBA~- et al .  (1964) 
observen~ une  activit@ croissante  de la p y r o p h o s p h a t a s e  alcal ine dans  des 
fcuilles de  f r o m e n t  et  d ' o rge  d4tachTes de 6 jours.  RAUSER (1971) cons ta tc ,  
dans  des feuilles de har icot ,  de t a b a c  e t  d'h@Iiotrope une d iminu t ion  parall~le 
des fo r in t s  acides et  alcal ines en fonc t ion  de l ' s  de la p]ante ,  K A a  ct  
M~SHaA (1975) fon t  6 ta t  d ' une  activit@ croissante  de la fo rme  acide, et  d@- 
croissante  de la fo rme  alca]inc dans  des feuilles sencsccntcs  de riz. 

Cc dern ie r  t r ava i l  appu ic  l ' iddc g@n@ralement admise  su ivan t  laquellc la 
p y r o p h o s p h a t a s e  alcal inc scra i t  associ6c aux  processus  anabo l iques  t a n d i s  
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que la pyrophosphatase acide serait li6e davantage aux rdactions cataboliques. 
Puisque les herbicides provoquent l'arr~t de croissance en inhibant certaines 

fonctions essentielles, on peu~ supposer qu'ils induiront aussi des modifications 
d'activit6s pyrophosphatasiques. 

Le pr6sent travail a pour objet de dgterminer dans quel sens elles 6vo- 
lueron~. 

Pour le r6aliser, nous avons analys6 les feuilles et les racines de plantules 
de concombre trait6es par des herbicides ~ mode d'action divers. 

Mat6riel et mOhodes 

1. Conditions eulturales et traitement herbieide 

Les plantules de concombre Cucumis sativus L. cv. Marketer sont cultiv~es 
en chambre climatis6e, ~ 70% d'humidit6 relative; nyctop6riode de 8 h; 
temperature diurne de 23 ~ nocturne de 18 ~ 

L'intensit6 lumineuse au niveau de plantes est de 5000 lx. Les graines 
sont mises ~ germer dans de la vermiculite. Apr~s 7 jours, les plantules 
sont d~pot~es, d6barass6es de la vermiculite et suspendues dans le milieu 
Hoagland 75% au moyen d'un carton perfor6 plac6 sur becher entour6 d'un 
plastique noir. 

Apr~s 10 jours, on applique un traitement herbicide ~ dose 16tale. I1 consiste 
soit h incorporer l'herbicide dans le milieu nutritif, soit ~ asperger les feuilles 
et cotylddons s'il s'agit d'un herbicide ~ action foliaire. Nous mentionnons 
ci-dessous la liste des herbicides test6s, la cat6gorie ~ laquelle ils appartiennent 
et leur formule chimique: 

Atrazine (triazine): 2-chloro-4-(6thylamino)-6-(isopropylamine)-S-triazine 
Chlortoluron (d6riv6 d'ur6e): 3-(3-chloro-p-tolyl)l, 1-dim6thylur6e 
MCPA (ph6noxyalcanoique): acide 2-m6thyl-4-chloroph6noxyac6tique 
Ioxynil (benzonitrile): 4-hydroxy-3,5-diiodobenzonitrile 
Dicamba (acide benzoique): acide 2 m6thoxy-3,6-dichlorobenzoique 
Alachlore (amide): 2-chloro-2',6'-di6thyl-N-(m6thoxym6thyl) acetanilide 
DNOC (ph4nol): 4,6-dinitro-o-cr6sol 
Paraquat (ammonium quaternaire): 1,1' dim6thyl-4,4 dipyridylium. 
Les six premiers herbicides ont 6t6 solubilis6s dans le milieu de culture 
raison de 0,5 ppm pour l'a~razine et le chlortoluron, ~ raison de 1 ppm 

pour le MCPA, l'ioxynil, le dieamba et l'alachlore. 
Le DNOC et le paraquat ont 6t6 pulv6ris6s sur les feuilles aux doses 

respectives de 5000 et 800 ppm. 

2. Mesure de l'aetlvit~ des pyrophosphatases 

Les feuilles ou les racines de 4 plantules de concombre sont congel6es 
l'azote liquide imm6diatement apr~s la r~colte. Elles sont broy~es au 

mortier ~ 4 ~ avec un peu de sable et une quantit~ de tampon 6gale ~ cinq 
lois le poids de l'6chantillon. Composition du tampon: Tris: 50 raM; di- 
thiothr6itol: 5 mM; EDTA: 2 mM; mis ~ pH 7,8. 

Apr~s une centrifugation de 20 min ~ 20 000 g ~ 4 ~ l'activitd des pyro- 
phosphatases est mesur~e en triple sur 0,2 ml de surnageant. 

a) Aetlvlt~ de la pyrophosphatase aleallne 

A 3 ml de tampon V~ronal-ac6tate 0,1 M de pH 8,6 contenant MgCI~ 
0,033 M, ajouter 0,5 ml de 0,01 M Na4P207.10 H20 et 0,2 ml d'extrait. 
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Incuber ~ 37 ~ pendant  15 min. Ajouter 1 ml d'acide perchlorique ~ 20% 
(w/w). 

Centrifuger 10 rain ~ 5000 t rain -1. Pr61ever 0,5 ml. Ajouter 2,5 ml d'aeide 
trichlorac6tique g 11,5% (w/v) suivi de 2 ml du r6actif FeSO4-Molybdate 
(TAvSSKY et SHORR 1953). Mesurer la densit6 optique ~ 580 nm apr~s 30 min. 
D6terminer la teneur en phosphore min6ral par rapport  ~ des concentrations 
connucs. 

L'application du m6me mode op6ratoire, except6 l ' ineubation ~ 37 ~ 
donne la teneur initiale en P de l'~ehantillon. 

La diff6rence repr~sente l 'activit6 r6elle de la pyrophosphatase.  

b) Aetivit~ de la pyrophosphatase aeide 

Au lieu du tampon V6ronal-ac~tate, utiliser un tampon ac6tate de pH 5,4 
et appliquer le m6me mode op6ratoire. 

Les r6sultats mentionn6s dans le tableau consti tuent la moyenne d'essais 
r6alis6s en quadruple. 

R6sultats et diseu3sion 

Le tableau la  groupe les activitds des pyrophosphatases acide et alcaline 
extraites des feuilles de plantules trait6es aux herbicides. Nos r6sultats sont 
en concordance avec eeux de NXGAN~A et al. 1955, SIMMONS et BUTLER 1969 
et RAVSER 1971. On y constate, en effet chez les t6moins, une activit6 
enzymatique en milieu alcalin de 5 ~ 7,5 fois plus 61ev~e que celle en milieu 
aeide et une certaine fluctuation entre les diverses s6ries de plantules ana- 
lys6es. 

Aueun des trai tements herbicides, qu'ils soient appliques par voie racinaire 
ou foliaire, ne modifie l 'activit6 de la pyrophosphatase alcaline. Celle-ei se 
situe toujours entre 96 ct 104% des t6moins. Par  contre l 'activit6 de la pyro- 
phosphatase aeide accuse une augmentat ion dont l 'intensit6 est fonction de 
la nature de l'herbicide. Les deux herbicides ~ action foliaire le paraquat  
et  le DNOC la font croltre respectivement de 129% et de 165% apr~s 5 heures 
d'application; les autres agissent d 'une fagon variable. 

Le MCPA la stimule ~ peine (105--106%), l 'atrazine et le chlortoluron 
davantage avec respectivement 112--118% et 128--119~o, aux d61ais 1 et 
3 jours. Quant au dicamba et ~ l'ioxynil, ils provoquent  une activation pro- 
portionnelle ~ la durde du trai tement.  

Aprbs 1 jour les pourcentages d'activitd par rapport  aux tdmoins sont 
respectivement 104 et 129%; apr~s 3 jours ceux-ci se situent ~ 140 et 183~ . 
L'alachlore provoque une baisse le premier jour suivi d 'une augmentat ion 
le troisibme jour. 

Les rdsultats r6unis dans le tableau lb rendent compte de l 'activit6 des 
pyrophosphatases extraites des racines. On remarque que la pyrophosphatase 
alcaline des raeines t6moins se r6v~le beaueoup moins active que dans les 
feuilles; elle fluctue en sens divers sous l 'action des herbicides. Son aetivit6 
n 'est  prat iquement  pas modifi6e par le chlortoluron, le paraquat  et le DNOC. 
Elle est faiblement inhib6e par l 'atrazine et l'ioxynil, elle est stimul6e par  
le MCPA, le dicamba et l'alachlore. 

La pyrophosphatase acide se situe ~ un niveau inf6rieur aux t6moins dans 
le cas d'application d'atrazine, de chlortoluron, d'ioxynil et d'alachlore 
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(apr~s 3 jours). Elle se montre sup~rieure aprSs traitement au dicamba, 
paraquat, DNOC et alachlore (aprSs 1 jour). 

Les r~sultats obtenus d~montrent que dans les feuilles le rapport de 
l'activit6 pyrophosphatasique alcaline sur l'activitd pyrophosphatasique 
acide, repr~sentatif de la senescence (KAR et al. 1975) ne constitue pas un 
crit~re permettant de d~terminer la phytotoxicitd d'un herbicide. 

La pyrophosphatase acide manifests une stimulation en rdponse h l'action 
de presque tous les herbicides. Cette observation permet de penser ~ une 
senescence brusqu~e, due ~ une acceleration des processus cataboliques 
sp~cialement prononc~s dans le cas de traitement ~ l'ioxynil et au DNOC. 

I1 est int~rsssant de constater que la faible activation de la pyrophosphatase 
acide des feuilles, provoqude par le MCPA, auxine de synth~se, est compens~e 
par uns importante stimulation de la pyrophosphatase alcaline racinaire 
(125--191~0). On sait, en effet (As~To~ st CRAFTS 1973) que ce type d'her- 
bicide provoque dans les racines une biosynth~se anarchique des ARN, ADN 
et prot4ines. 

Cette constatation raise ~ part, les pyrophosphatases raeinaires apparaissent 
tantSt inhib~es tantS~ stimuldes. En consequence, aueune relation ne peut 
~tre ddgagde entre leurs activit~s et les divers modes d'aetion des herbicides 
utilis~s. 
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